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(57) Abstract 

A process is disclosed for carrying out toxicity tests in fluid or gaseous phases by means of appropriate micro-organisms 
with a defined sensitivity or resistance to toxic substances. The toxins may be antibiotics, heavy metals, microbial toxins, impuri- 
ties, pesticides, desinfectants, preservatives or other substances with an antimicrobial action. Tne strains of micro-organisms used 
in this process are provided with a plasmid vector which allows the enzyme luciferase to be synthesized in a heat-inducible, there- 
fore controllable, manner. The degree of toxicity is expressed by changes in metabolism or by a reduction in the viability of the 
indicator organisms, which can be in turn measured quickly and with high sensitivity on the basis of bioluminescence signals, 
once the plasmid encoded production of luciferase is initiated. This new type of self-regulating plasmid vector allows sensitive 
and inexpensive bioluminescence measurements to be carried out with in principle any micro-organism. The process makes it 
possible to carry out biologically relevant tests for detecting a generally present toxicity and for identifying and determining the 
concentration of specific toxins by means of specially equipped micro-organisms. 



(57) Zusaramenfassung 

Es wird cin Verfahren beschrieben, bei welchem mit Hilfe geeigneter Mikroorganismen definierter Sensitivitat bzw. Resi- 
stenz gegenuber toxischen Substanzen Toxizitatstests in flflssigen oder gasfdrmigen Phasen durchgefuhrt werden konnen. Die To- 
xine kBnnen Antibiotika, Schwermetalle, mikrobielle Toxine, Fremdstoffe, Pestizide, Desinfektionsmittel, Konservierungsstoffe 
oder andere Substanzen mit antimikrobieller Wirkung sein. Die Mikroorganismen-Stamme, welche in dem Verfahren verwendet 
werden, sind mit einem Plasmid-Vektor ausgestattet, der die Synthese des Enzyms Luciferase in einer hitzeinduzierbaren und so- 
mit kontrollierbaren Art und Weise ermoglicht. Das AusmaB der Toxizitat wird erfaBt als Ver3nderungen im Metabolismus oder 
dem Verlust der LebensfShigkeit der Indikator-Organismen, die ihrerseits schnell und mit hoher Empfindlichkeit anhand von 
Biolumineszenz-Signalen nach Anschalten der plasmid-enkodierten Luciferase-Produktion gemessen werden. Der vorgestellte 
neue Typ eines sich selbst regulierenden Plasmid-Vektors erlaubt I)urchfuhrung sensitiver und unaufwendiger Biolumineszenz- 
Messungen mit prinzipiell jedem Mikroorganismus. Das Verfahren erdffnet die Moglichkeit zur Durchfuhrung biologisch rele- 
vanter Tests sowohl auf Anwesenheit generell vorhandener Toxizitat als auch die Identifikation und Konzentrationsbestimmung 
spezifischer Toxine bei Verwendung speziell ausgerusteter Mikroorganismen. 
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Verf ahren zum Nachweis und zur Identif ikation toxischer 
Substanzen mit Hilfe klonierter Mikroorganismen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis toxischer 
substanzen in einer f liissigen oder gasformigen Umgebung mit 
Hilfe spezifisch sensitiver und/oder resistenter Mikroorga- 
nismen-Stamme, welche 

1. natiirlicherweise vorkommen, 

2. durch wiederholte Labor-Selektion an bestimnite toxische 
Substanzen adaptiert oder 

3. durch molekulare Klonierung mit bestimmten Eigenschaf ten 
ausgestattet worden sind. 

Dabei sind alle Mikroorganismen durch Einfuhren eines plas- 
mid-enkodierten Luciferase-Gens zur Emission von Licht (Bio- 
lumineszenz) befahigt. Die Biolumineszenz der Indikatororga- 
nismen ermoglicht, schnell und mit groBer Empf indlicheit £n- 
derungen in ihrem Metabolismus oder den Verlust ihrer Le- 
bensfahigkeit als Auswirkung einer toxischen Substanz im 
Testmedium zu erfassen. 



ichreibuncr berei ts fae^^nin-tr^^ m o R 
men 



verfahren m±t Hilfe vo riL M ikro 0raani 



Die Verwendung von Mikroorganismen zur Messung kritischer Be- 
lastungen durch toxische Substanzen (US-ps 3 981 777) sowie 
zur Bestimmung von Antibiotika-Konzentrationen (EP. No. 
0200 226) ist etabliert. Bei den Anwendungen liegt die Erf as- 
sung des Wachstums der Test-Organismen durch AuszShlen von 
Kolonien, Triibungsmessungen, Nephelometrie etc. zugrunde. 
Diese Mefi verf ahren erfordern die Kultivierung grofler Mengen 
von Mikroorganismen, so daB verlaflliche Messungen erst nach 
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einem Zeitraum von 16 bis 72 Stunden durchgefuhrt werden kon- 
nen, Demgegeniiber erlaubt das im folgenden beschriebene Ver- 
fahren die Auswertung von MeBergebnissen bereits nach weni- 
ger als 2 Stunden. 

Natiirlich vorkommende zur Biolumineszenz fahige Mikroorga- 
nismen sind nach Resistenz-Adaption im Labor zum Nachweis 
bestimmter Toxine eingesetzt worden (PCT/US84/01217) ; dieses 
Verfahren weist jedoch einige Nachteile auf , welche einen ge- 
nerellen Einsatz dieser Methode nicht erwarten lassen: 

1. Natiirlich vorkommende biolumineszierende Mikroorganismen 
sind marinen Ursprungs und benotigen deshalb eine hohe 
Ionenstarke im Testmedium. Die Herstellung der erforder- 
lichen Osmolaritat bedeutet einen moglicherweise verfal- 
schenden Eingriff in die Messung. 

2. Die Adaption dieser Mikroorganismen an bestimmte Substan- 
zen durch wiederholte Selektion im Labor ist auf grund 
der statistischen Seltenheit eines nutzlichen Mutations- 
ereignisses sehr zeitaufwendig, oder 

3. sogar unmoglich. 

4. Die Verwendung von natiirlicherweise biolumineszierenden 
Bakterien schliefit die Anwendung des MeBprinzips fur 
etablierte und international standardisierte Tests aus, 
die den Gebrauch eines definierten Bakterienstairaues vor- 
schreiben. 

Beschreib-anq- der Erf iLraciTjiracf 



Die hier beschriebene Erf indung macht sich die Methoden 
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perimenteller Genetik zunutze, urn prinzipiell jeden gewiinsch- 
ten Bakterienstamm durch Einfiihrung eines speziell konstru- 
ierten Plasmid-Vektors (pGL3, s.u.) in einen zur Biolumines- 
zenz befahigten Organismus zu verwandeln. Wahrend das Prin- 
zip der Transformation eines Bakterienstammes mit einem plas- 
nud-enkodierten Luciferase LUX-Gen bereits beschrieben wur- 
de (US-PS 4 581 335), stellt die vorliegende Erfindung eine 
entscheidende Verbesserung dar: Die Expression des LUX-Gens 
und damit die Fahigkeit zur Biolumineszenz ist nicht mehr 
permanent (konstitutiv) , sondern in einer temper aturabhangi- 
gen Art und Weise an- und abschaltbar. Die Eigenschaft der 
Regulierbarkeit wird durch Konstruktion eines Plasmid-Vek- 
tors erreicht, der sowohl den Lucif erase-Gen-Komplex von Vi- 
brio Harveyi (LUX-Gene A und B ) , als auch das C TB „-Allel 
des Phagen Lambda Repressorgens ( thermolabiles Genprodukf) 
enthalt. Die durch diese Konzeption erreichte induzierbare 
Biolumineszenz hat verglichen mit permanent Licht emittieren- 
den Testorganismen zwei wichtige Vorteile: 

1. Das Signal- zu Rauschverhaltnis der Einzelmessung wird 
verbessert. 

2. Der fur das Bakterium energetisch aufwendige ProzeB der 
Lichtemission kann auf den kurzen MeBzeitraum beschrankt 
werden; dies hat zur Folge, daB auch schlecht wachsende 
Organismen eingesetzt werden konnen, die durch permanente 
Baolummeszenz in ihrem Wachstum besonders beeintrachtigt 
wurden, fur Tests aber gerade aufgrund ihrer hohen Empfind- 
lichkeit interessant sind. 

Ein weiteres Charakteristikum der erfindungsgemaflen Entwick- 
lung ist die MSglichkeit zur Einfiihrung von zusatzlicher Re- 
sisted- oder HypersensitivitMt gegenuber spezifischen Toxi- 
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nen verraittelnden Genen in den skizzierten Plasmid-Vektor ; 
dies wird durch raolekulare Klonierung eines entsprechenden 
Gens in vorhandene spezifische Restriktions-Endonuklease- 
Schnittstellen ermoglicht. 

Bisher wurde die Einfiihrung verschiedener Antibiotika-Resi- 
stenzgene (z.B. Tetrazyklin) in Plasmid pGL3 erfolgreich 
durchgefiihrt. Mikroorganismen, die mit Genen ausgestattet 
sind, welche eine a priori festgelegte, spezifische Reaktivi- 
tat gegeniiber einer toxischen Substanz aufweisen (z.B. Resi- 
stenz gegenuber dem Antibiotikum Tetrazyklin), kdnnen schlieS- 
lich zur Identifikation und Konzentrationsabschatzung der 
fraglichen Substanz im Testmedium eingesetzt werden. 

Weitere Vorteile der hier vorgestellten Entwicklung sind, dafl 

1. Mefiergebnisse mit etwa zehnfach geringerem Zeitaufwand als 
durch konventionelle mikrobiologische Kultivierungs- und 
Mefimethoden zustande kommen und 

2. prinzipiell jeder geeignete, empfohlene oder in standar- 
disierten Ref erenztests vorgeschriebene Bakterienstamm 
fur Bioluinineszenz-Messungen eingerichtet werden kann. 

Als Beispiel eines Bakterienstammes, der zu letzterer Katego- 
rie zahlt, sei E.coli ATCC 25922 angefiihrt; dieser Stamm ist 
der offizielle (WHO) Ref erenz stamm fiir standardisierte Anti- 
biotika-Hemmhof tests. E. coli ATCC 25922 und andere in klini- 
schen und industriellen Tests haufig eingesetzten Stamme (E. 
coli K- und B; chi 1776 etc.) sind von der Anmelderin durch 
Einfiihrung des Plasmids pGL3 erfolgreich in zur Biolumines- 
zenz fahige Spezies iiberfiihrt worden. 

Zusammenfassend ist festzustellen, dafl die hier vorgestellte 
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Toxxzitats-Testung vermittels Licht emittierender Mikroorga- 
nxsmen gegeniiber herkoirunlichen MeBmethoden eine Weiterent- 
wicklung darstellt, welche die folgenden Vorteile in sich ver- 
eint: 

1. Biologische Relevanz. 

2. Hohe Geschwindigkeit. 

3. Bei geeigneter Konstruktion des Klonierungs-Vektors Spezi- 
fxtat gegeniiber bestinunten Substanzen und dadurch die~Mog- 
lichkeit zu deren Identifikation und Konzentrationsab- 
schatzung. 

4. Jede durch das LUX-Plasmid transforraierbare Soezies ist 
als Indikator-Organismus einsetzbar, was eine erhebliche 
Ausweitung moglicher Anwendung bedeutet: 

5. Biolumineszenz-Messungen sind mit geringem apparativen 
Aufwand durchzufiihren, deshalb kostengunstig und 

6. unter "Feldbedingungen", d.h. dezentral, durchzufiihren. 

Funktionsweiso ..on T>1 ,^ id ^ T .^ 

VeCqleirh T.TIX-^nW^. t^, 

aes — Stand es dear Teehnik — 

Die molekulare Klonierung der LUX-Genkomplexe verschiedener 
marxner Bakterien scwie deren Transfer in nonaalerweise nicht 
zur Biolumineszenz befahigte Mikroorganismen ist sowohl in der 
wxssenschaftlichen als auch in der Patentliteratur beschrie- 
ben (US-PS 4 581 335; EP 0168933). Bei diesen Dokun.entationen 
handelt sich um Plasmid-Vektoren, die LUX-Gene entweder kon- 
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stitutiv durch ihrert urspriinglichen Promotor oder unter Kon- 
trolle des Beta-Galaktosidase- ( lac Z-) Gen Promotors von E. 
coli exprimieren. Plasmid pGL3 hingegen 

1. transkribiert den Luciferase-Genkomplex unter der Kon- 
trolle des Pj^-Promotors des Phagen Lambda, 

2. enkodiert gleichzeitig das Cj-Repressorgen des Phagen- 
Lambda, dessen Genprodukt der sog. Lambda-Repressor , den 
Pjyyj-Promotor negativ reguliert, 

3. die Regulation erfolgt durch Verwendung des Allels 857 
des Lambda-Repressors in temperaturabhangiger Weise. 

Durch Erhohung der Temperatur auf fiber 37 °C wird das Repres- 
sorprotein inaktiviert, der LUX-Genkomplex zur Transkription 
in mRNA freigegeben, woraus schlieBlich eine um mehr als drei 
Zehnerpotenzen erhShte Biolumineszenz-Aktivitat des Indika- 
tororganismus resultiert. Der Unterschied in der GroBe des 
Biolumineszenz signals zwischen reprimiertem und transkri- 
biertem Zustand des LUX-Genkomplexes - und damit das Signal- 
zu Rauschen-Verhaltnis der Messungen - ist bei Testorganis- 
men, die mit pGL3 ausgestattet sind, um mehr als eine Zehner- 
potenz besser als bei solchen, welche durch chemische Induk- 
tion des lacZ-Gens zur Biolumineszenz angeregt werden (vgl. 
US-PS 4 581 335). Der Grund fur diese Eigenschaft von pGL3 
liegt darin, dafl der Lambda P^- Promotor , der die Expression 
der LUX-Gene reguliert, einerseits einen der star ks ten, in 
E. coli funktionstuchtigen, prokaryontischen Promotoren dar- 
stellt, zum anderen aber im reprimierten Zustand etwa eine 
Zehnerpotenz "dichter" geschlossen ist als alle bisher be- 
kannten bakterieneigenen Promotoren. Diese fast absolute Un- 
terdruckung der Biolumineszenz durch pGL3 im reprimierten 
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Zustand der LUX-Gene, d.h. bei Inkubationen unter 35«C, ist 
eine wichtige Voraussetzung, auch sehr fragile Mikroorganis- 
men fiir Biolumineszenzmessungen einzusetzen: Der das ohnehin 
raaSige Wachstum solcher Bakterien durch zusatzlichen Energie- 
verbrauch stark beeintrachtigende Prozefl der Bioluraineszenz 
kann so auf den kurzen MeBzeitraum eingeschrankt werden. 




I - Konstruktion des Pl asmid-Vektors PGL3 

Das fur die Erzeugung regulierbarer Biolumineszenz in Mikroor- 
gangsmen konzipierte Plasmid P GL3 wurde durch Anwendung glngi- 

ger molekularbiologischer Klonierungstechniken konstruiert- es 
enthalt: 

1. den Luciferase-Genkomplex (LUX A; LUX B) von Vibrio Harveyi, 

2. den PL-Promotor des Bakteriophagen Lambda, 

3. das Lambda C.^ -Repressor gen unter Kontrolle des 

4. P R -Promotors des Bakteriophagen Lambda, 

5. ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Ampicillin, 

6. incl. seines Promotors und 

7. eine Schnittstelle fiir die Restriktionsendonuklease Pst 1. 

Der LUX-Genkomplex ist 3', d.h. "hinter" den P^-Promotor klo- 
mert und wird deshalb von diesem transkribiertV der P^-Pro- 
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motor seinerseits wird negativ vom Genprodukt des Cj-Gens - 
dem Lambda-Repressor - kontrolliert ; dieser Lambda-Repressor 
wird zwar durch konstitutive Expression des P R -abhangigen 
Cj-Gens immer in ausreichender Menge synthetisiert , ist aber 
durch Verwendung des C I857 -Allels hitzelabil. So bleibt der 
P RM~ Promotor durch Bindung des Repressors solange blockiert, 
bis durch 5- bis 15mintttige Temperaturerhohung auf 37° bis 
42°C das Repressor-Protein denaturiert wird und vom P^-Pro- 
motor abfallt. An den freien Promotor bindet dann die DNA- 
abhangige RNA-Polymerase und bewirkt die massive Transkrip- , 
tion des LUX-Genkomplexes . Insgesamt ftthrt diese Konstruktion 
von pGL3 zu einer regulierbaren , da temperaturabhangigen Syn- 
these des Enzyms Lucif erase, welches fur die Biolumineszenz 
der Indikatororganismen verantwortlich ist. 

Die Konstruktionsbasis von pGL3 ist das Plasmid pLK915 (s. 
K. K. Stanley, und J. P. Luzio, EMBO J. 3: 1429 bis 1434, 
1984). in die Bam HI Restriktions-Schnittstelle von pLK915 
wurde ein 3,1 Kilobasenpaare groBes Sal 1-Bam HI Restrik- 
tionsfragment aus dem Genom von Vibrio Harveyi, das den kom- 
pletten Lucif erase-Genkoraplex (allerdings ohne Promotor) ent- 
halt, durch molekulare Klonierung eingefugt; Kompatibilitat 
der Sal 1 Schnittstelle mit Bam HI wurde durch vorheriges An- 
ligieren des 45 Basenpaare langen Bam HI - Sal 1- Restrik- 
tionsfragments aus der Polylinkerregion des Plasmides "pBlue- 
script" (Firma "STRATAGENE" ; San Diego, Cal., USA) an das 
Sal 1-Ende und anschlieBender Restriktionsspaltung mit dem 
Enzym Bam HI hergestellt. Zuletzt wurde ein Oleonukleotid mit 
der Lange von 16 Basenpaaren, welches Translations-stoppsi- 
gnale in alien 3 Leserastern enthalt (Firma Pharmazia, Schwe- 
den) , in die Sma 1 -Schnittstelle des Bam Hl-Sal 1 Polylinker- 
Fragments einkloniert, urn jegliche Proteintranslation ober- 
halb, d.h. 5', des LUX-Genkomplexes auszuschlieBen. 
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11 * Herst ellung, Aufbewahrung und Handh a h„ n g transformierter 
Mikroorganismen 

Das oben beschriebene Plasmid pGL3 kann durch Standardtech- 
niken in prinzipiell jede gewiinschte Spezies von Mikroorganis- 
men eingefiihrt werden, um schliefilich in groBen Mengen kul- 
txvxert zu werden. Es ist moglich, Bakterien als Glycerin- 
Kulturen bei -20-C oder nach Gefriertrocknung bei Umgebungs- 
temperatur aufzubewahren. Die Gefriertrocknung wird entweder 
in Glasampullen oder speziell angefertigten Kunststoffbehal- 
tern durchgef uhrt , die z.B. in zwei voneinander abgetrennten 
Kammern die lyophilisierten Mikroorganismen bzw. die Kompo- 
nenten fur das zur Revitalising der Bakterien notwendige 
Nahrmedium enthalten. Um Messungen toxischer Substanzen in 
exner Gasphase durchzuftthren, ist die permanente Trennung der 
Indikatororganismen von einem MeBkompartiment durch eine fur 
Wasserdampf impermeable Membran vorgesehen. Auf diese Weise 
wxrd die konstante Zusammensetzung des Wachstumsmediums und 
danut auch die Messung iiber eine langere MeBperiode, wie fur 
Toxizitattests von Gasen erf order lich, gewahrleistet. 

III. Anwendung des Verf ahrens 

Um das beschriebene Biolumineszenz-ToxizitatsmeBverf ahren de- 
zentral einsetzen und automatisieren zu konnen, ist das Auf- 
bringen der lyophilisierten Indikatororganismen auf ein geeig- 
netes Tragermaterial in Form eines Teststreifens eine bevor- 
zugte Anwendungsform. Bei diesem Verfahren werden die Mikroor- 
ganxsmen in definierter Menge auf die Tragermatrix aufgebracht, 
durch ein Spezialverf ahren fixiert, gefriergetrocknet und 
schliefilich als Tests treif en versiegelt. Vor der Durchfiihrung 
der Bxolumineszenz-Tests werden die Indikatorbakterien durch 
em- bis zweistundige Inkubation in wasserigem Nahrmedium bei 
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Umgebungstemperatur revitalisiert . 



Das MeBprinzip der hier beschriebenen Toxizitatstestung be- 
ruht auf der Anwendung eines Zweischritt-Verf ahrens: 

Zunachst wird ein "screening" mit einer Reihe verschiedener 
Testorganismen definierter Erapfindlichkeit zum Nachweis gene- 
reller Toxizitat in einer Probe durchgefiihrt. Danach konnen 
weitere Nachweisreakionen mit Stammen, die mit einer bestimm- 
ten, genetisch vorhandenen bzw. durch Transformation eingefiihr- 
ten Eigenschaft der Resistenz bzw. ( Hyper- }Sensitivi tat aus- 
gestattet sind, durchgefiihrt werden. Ein Toxin, gegen das ein 
Stamm spezifisch resistent ist, wird bei diesera zu einera 
nicht- oder nur partiell reduzierten Biolumineszenz-Signal 
fiihren; demgegeniiber ist ein nicht resistenter Kontrollstamm 
gravierender in seiner Lebensfahigkeit und, darait korreliert, 
der Fahigkeit zur Biolumineszenz beeintrachtigt . Das MeBver- 
fahren gemafi der Erfindung ist also einerseits dazu geeignet, 
das MaB generell vorhandener Toxizitat einer Probe durch das 
Wachstumsverhalten von Mikroorganismen zu erfassen, anderer- 
seits ist es dariiber hinaus moglich, alle Substanzen, gegen- 
iiber welchen eine s'pezifische Reaktivitat bestimmter Testor- 
ganismen besteht, zu identif izieren und deren Konzentration 
naherungsweise einfach und schnell zu bestimmen. 

IV. Durchfuhrung eines Toxizitatstests 

IV. 1 Nachweis genereller Toxizitat in einer wasserigen Pro- 
be mit Hilfe verschieden sensitiver Indikatorstamme 

Ein Aliquot (0,01 bis 1 ml) einer Suspension je eines Indika- 
torstammes in flussigem Nahrmedium wird mit dem gleichen Vo- 
lumen (etwa 10 3 bis 10 7 Zellen) der zu testenden Probeflus- 
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sigkeit versetzt, gemischt und 1 bis 60 min bei 10- bis 34» C 
xnkubiert. Danach wird durch 5- bis ISminiitige Erwarmung der 
Probe auf 37 - bis 42 -c die Transkription des LUX-Genkomplexes 
und dadurch die Biolumineszenz in den Mikroorganismen initi- 
i«rt. Die Messung der Lichtsignale erfolgt in einem geeigne- 
ten Lumineszenz-Photometer entweder als Endpunkt- oder als 
kontinuierliche Messung iiber einen Zeitraum von 1 bis 60 Mi- 
nuten. Das MaB genereller Toxizitat in einer Testf liissigkeit 
wxrd bestirmnt durch das abnehmende Biolumineszenz-MeBsignal 
verschiedener Indikatorstamme im Vergleich untereinander wie 
mit einer Kontrolle, deren Nahrmedium keine ProbenflUssigkeit 
zugesetzt wurde. 

IV. 2 Identifikation spezifischer Substanzen 

Wie unter IV. 1 beschrieben, werden Indikator-Organismen - 
dxesmal jedoch ausgestattet mit spezifischer Resistenz oder 
Sensitivitat gegeniiber bestimmten toxischen Substanzen - mit 
der ProbenflUssigkeit inkubiert, urn schlieBlich Biolumineszenz- 
Messungen durchzuf uhren . 1st das Biolumineszenz-signal nur 
bei einem der Testorganismen unverandert, etwa in der Hohe 
des Kontrollwertes/-wahrend alle anderen Mikroorganismen eine 
Reduktion meBbarer Biolumineszenz erfahren, so ist jenes To- 
xin, gegen welches der betreffende Stamm resistent ist, iden- 
tifiziert. 

V. Anwenduncrsbeispiel 1 

Das in Abbildung 2 gezeigte Beispiel verdeutlicht die Anwen- 
dung der hier vorgestellten MeBmethode zur Testung von Anti- 
biotika-Konzentration in roher Milch: 

Ein Stamm des gram-negativen Bakteriums E. coli ATCC 25922 
wurde mit einem Plasmid [( P GL3.T, das zusatzlich zu den Kom- 
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ponenten von pGL3 (s.o.) ein Tetrazyklin-Resistenzgen enthalt 
(Stamm "T" in Abb. 2)] transf ormiert . Als Kont roll- Stamm 
(Stainm "C") wurde ein Deri vat von ATCC 25922 - ausgestattet 
mit pGL3 - verwendet. Mehrere 0,5 ml-Proben roher Milch mit 
verschiedenen Konzentrationen des Antibiotikums Tetrazyklin 
wurden mit je 0,1 ml (etwa 2 x 10 6 Bakterien) Suspensionen 
der Stamme C und T versetzt und 20 Minuten bei Raumtempera- 
tur inkubiert. Nach lOminutiger Erwarmung der Kulturen auf 
40°C zur Induktion der Biolumineszenz wurden 0,01 ml einer 
0,lprozentigen Losung des Aldehyds Decanal als Substrat der 
Luciferase zugesetzt und die Proben in einem Luraineszenz-Pho- 
tometer Uber einen Zeitraum von 50 Minuten in 4-Minuten-In- 
tervallen gemessen. In Abbildung 2 sind die MeBergebnisse von 
Proben mit fiinf verschiedenen Antibiotikakonzentrationen als 
relative Lichtsignale (RLU; Ordinate) als Funktion der Zeit 
aufgetragen. 

Das Biolumineszenzsignal des tetrazyklin-resistenten Starams T 
ist tiber den Meflzeitraum relativ konstant, wahrend Stamm C 
ein Abnehmen der emittierten Lichtmenge in einer konzentra- 
tionsabhangigen Weise erkennen laBt. Die Tatsache, da6 die 
Wachstumseigenschaften des Indikator-Stammes T durch Tetra- 
zyklin nicht wesentiich beeintrachtigt werden, ermoglicht 
seine Anwendung auch zur Identifikation dieses Antibiotikums 
in Proben (z.B. Milch) unbekannter Herkunft. Die Bestimmung 
absoluter Konzentrationen dieses Antibiotikums, oder anderer 
toxischer Substanzen, gegen die ein Indikatorstamm spezifisch 
resistent ist, ist in guter Naherung durch Einbeziehen von 
Referenzwerten bekannter Konzentration des Toxins in die Mefi- 
reihe moglich. 

VT. Weitere Anwendunaen des Verfahrens 



Das oben angefuhrte Beispiel erlautert nur eine der mSglichen 
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Anwendungen des hier vorgestellten Toxizitats-MeBverfahrens 
mittels Biolumineszenz. Analog 1st die Toxizitatsbestimmung 
f lussiger Proben im Hinblick auf deren Belastung mit anderen 
Antibiotika, Schwermetallen, Fluorchlorkohlenwasserstof f-Ver- 
bindungen (FCKW) wie Dioxinen, PCB etc. durchzuf tihren , voraus- 
gesetzt, daB mit entsprechenden Resistenz- bzw. Hypersensi- 
tivitats-Genen ausgestattete Mikroorganismen zur Verfiigung 
stehen. 

Effekte toxischer Substanzen in gasformiger Uragebung kdnnen 
in ahnlicher Weise - wie im Beispiel fur fliissige Proben be- 
schrieben - erfafit werden. Bei dieser Anwendungsform bringt 
man die gasformige Probe Uber eine nur fiir Gase, nicht aber 
fur wasserdampf , durchlassige Membran in Kontakt mit den In- 
dikator-Organismen. Diese MeBanordnung erlaubt die Erfassung 
toxischer Substanzen in der Gasphase iiber langere MeBzeiten, 
ohne daB durch Verdunstung von Wasserdampf das Nahrmediura 
der Testbakterien in seiner Zusammensetzung verandert wird. 



******* 
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Patentansp. ruche 

1. Verfahren zum Nachweis toxischer Substanzen in fliissiger 
oder gasformiger Umgebung mit Hilfe von Mikroorganismen de- 
finierter genereller oder spezifischer Resistenz bzw. (Hy- 
per )SensitivitMt gegenuber toxischen Substanzen, d a - 

durch g e k e n n z e i c h n e t, dafi die Indikator- 
Stamme 

(I) naturlich vorkommen, 

(II) durch Selektion im Laboratorium an ein bestinimtes 
Toxin adaptiert werden, oder 

(III) durch molekularbiologische Techniken mit einem Resi- 
stenz bzw. Hypersensitivitat gegeniiber einem bestimm- 
ten Toxin vermittelndem Gen ausgestattet sind und 

(IV) alle Mikroorganismen durch Transformation mit einem 
bakteriellen Luciferase-Genkomplex die Eigenschaft zur 
Biolumineszenz erhalten haben. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 

z e i c h n e t, dafi das mit pGL3 bezeichnete Plasmid folgende 
Konstruktionsmerkmale aufweist: 

(I) den LUX-Genkomplex von Vibrio Harveyi, 

(II) ein bestimmtes Allel des Lambda-Phagen-Repressorgens 
Cj unter der Kontrolle seines nattirlichen Promotors, p 

(III) ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Ampicillin, 

(IV) eine Restriktionsenzym-Schnittstelle, die die Option 
der Einfuhrung eines zusatz lichen Gens durch Klonierung 
in pGL3 bietet, 

(V) den Lambda-Phagen Pj^-Promotor , unter dessen Kontrolle 
der Luciferase-Genkomplex transkribiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
z e i c h n e t, dafi der P R -Promotor unter der Kontrolle des 
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hitzelabilen Genproduktes des Lambda-Phagen-Repressorgens 
C I857 st ^t; das Repressorprotein durch Erwarmen auf uber 37 »c 
fur etwa 5 bis !5 Minuten inaktiviert werden kann, woraus das 
Phanomen temperaturinduzierbarer Biolumineszenz resultiert. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
z e i c h n e t, dafi das Vorhandensein einer Schnittstelle 

fur das Restriktionsenzym Pst 1 die Moglichkeit bietet, ein zu- 
satzliches Resistenz Oder Hypersensitivitat gegen eine bestimm- 
te substanz vermittelndes Gen durch molekulare Klonierung ein- 
zufiihren. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
z e i c h n e t, daS dabei toxische Effekte von Antibiotika 
Schwermetallen, Enzyminhibitoren , Pestiziden, mikrobiellen 
Toxinen, fliichtigen Kohlenwasserstoffverbindungen (FCKW) 
Desinfektionsmitteln, Konservierungsstof fen Oder anderen'sub- 
stanzen mit cytotoxischen Eigenschaften ausgeubt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 

z e i c h n e t, dafi die generelle Toxizitat einer Probenflus- 
sxgkeit getestet wird, indem man einen durch genetische Mani- 
pulation zur Biolumineszenz befShigten stamm von Indikator- 
Mikroorganismen dieser Flussigkeit aussetzt und eine Reduk- 
tion des Biolumineszenz-signals im Gegensatz zu KontrolUnes- 
sungen ohne Zusatz der zu testenden Probenflussigkeit fest- 
stellt. 



7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 
z e i c h n e t f dae die Identifikation einer bestimmten to- 
xxschen Substanz durch Vergleich der Absterberaten eines sen- 
sitiven mit einem gegen das betreffende Toxin spezifisch re- 
sxstenten Indikator-Organismus vorgenommen wird: Die Licht- 
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emission der nicht spezifisch resistenten Kontrollorganismen 
ist reduziert, wahrend ein konstantes Biolumineszenz-Signal 
zur Identifikation derjenigen Substanz ftthrt, gegen die der 
Organismus spezifisch resistent ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Konzentration einer toxischen 
Substanz durch Messung der Absterbekinetik Oder Anderung im 
Metabolismus von zur Biolumineszenz fahigen Indikatororganis 
men, die dieser Substanz iiber den MeBzeitraum ausgesetzt wer 
den, bestimmt, indem man die Abnahme der Biolumineszenz-Sig- 
nale dieser Messungen mit Kontrollen vergleicht, in denen be 
kannte Konzentrationen der Testsubstanz auf die Indikator-Or 
ganismen einwirken. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Mikroorganismen lyophilisiert , 
durch ein Spezialverf ahren auf eine Tragermatrix aus Papier 
oder einem synthetischen Material aufbringt und in einem spe- 
ziellen Behaltnis aufbewahrt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn 
zeichnet, daB der Testbehalter durch eine Membran in 
zwei Kompartimente getrennt wird, so daB swar Gase, nicht 
aber Wasserdampfe, in das Kompartiment mit den Mikroorganis- 
men aus dem f liissigen Nahrraedium der Testbakterien in den 
Gasraum iibertreten konnen. 



******* 
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